
















































en el  rojo  (HTMA‐PFNT). Este estudio  se  llevó  a cabo utilizando diferentes  técnicas biofísicas, principalmente 
espectroscopía  y microscopía  de  fluorescencia.  Los  resultados  obtenidos muestran  la  encapsulación  de  las 
AuNPs  en  el  núcleo  hidrofílico  de  los  liposomas  mediante  ciclos  de  congelación‐descongelación  y  la 
conservación de  la  integridad estructural y comportamiento termotrópico propio de  los  lípidos de transición 
tras este proceso. Por otro lado, los resultados revelan la correcta incorporación de ambos polielectrolitos en 
la bicapa lipídica, con objeto de dotar a la nanopartícula híbrida de propiedades fluorescentes. Además, se ha 
visto  que  las  nanopartículas  no  marcan  inespecíficamente  las  membranas  de  modelos  celulares  debido, 
fundamentalmente, a su gran estabilidad. Asimismo, dicha estabilidad se caracterizó en función del tiempo y 
la  temperatura. Ante  los  resultados obtenidos es posible proponer  el uso potencial de estas nanopartículas 
híbridas  fluorescentes  como  vehículo  de  transporte,  liberación  controlada  y  monitorización  mediante 
bioimagen. 
 















PFNT). This  study was  carried out using different biophysical  techniques, mainly  fluorescence  spectroscopy 
and microscopy. Results show AuNPs encapsulation in the hydrophilic core of liposomes by freeze‐thaw cycles 
and the structural integrity and transition lipid thermotropic behavior preservation after this process. On the 













































































































‐ FRET  Fenómeno  de  transferencia  de  energía  (del  inglés  fluorescence  resonance  energy 
transfer) 
 
‐ MLV  Vesícula multilamelar (del inglés multilamellar vesicle)
 
‐ SUV  Vesícula unilamelar pequeña (del inglés small unilamellar vesicle) 
 
‐ LUV  Vesícula unilamelar grande (del inglés large unilamellar vesicle) 
 













































Recientemente,  el  desarrollo  de  nanocompuestos multifuncionales  que  integran  diferentes  propiedades  o 
funciones en una sola entidad ha atraído ampliamente la atención. Durante la última década se han empleado 




En  este  trabajo  se propone  la  síntesis de una nueva plataforma nanométrica multifuncional,  en  la  cual  se 























más  bien  rígida  donde  su  movilidad  está  restringida.  Conforme  aumenta  la  temperatura,  aumenta  la 




1). Hay que  señalar que  la  temperatura a  la  cual  las  cadenas de  los ácidos grasos  se  funden, denominada 

















Durante  las  últimas  décadas,  las  nanopartículas  metálicas  han  recibido  un  creciente  interés  ya  que  sus 
propiedades  físicas  y  químicas  pueden  ser  controladas  mediante  su  tamaño,  morfología  y  composición. 
Concretamente,  las  nanopartículas metálicas  de  oro  (AuNPs)  presentan  una  gran  cantidad  de  ventajas —
facilidad  para  modificar  su  superficie,  biocompatibilidad,  naturaleza  inerte  químicamente  y  mínima 
toxicidad— que las convierte en las candidatas ideales para aplicaciones biomédicas [6].  
 
En  cuanto a  su preparación,  las AuNPs pueden  ser obtenidas a partir de diferentes materiales y mediante 
métodos  relativamente  simples. Concretamente,  existen dos  tipos de  enfoques: de  arriba hacia  abajo  (del 
inglés top down), basado en  la fragmentación de materiales hasta  la obtención de nanopartículas; y de abajo 






colectiva denominado resonancia de plasmón superficial (SPR),  lo que  les permite absorber y dispersar  la  luz 
visible en función de su tamaño, forma y estado de agregación. Esta energía absorbida es convertida en calor, 






El  diseño  y  desarrollo  de  nuevos marcadores  fluorescentes  con  elevada  sensibilidad  es  de  gran  interés  en 
diagnóstico  clínico,  identificación  de  células  cancerosas,  detección  de  células  patogénicas,  técnicas 
inmunofluorescentes, monitorización  de  rutas  catalíticas  o  seguimiento  en  la  administración,  transporte  y 
liberación de  fármacos a  través de  las membranas o el citoplasma. Estos marcadores deben  ser materiales 





La  mayoría  de  los  materiales  fluorescentes  diseñados  con  este  fin  (generalmente  pequeños  fluoróforos, 
proteínas fluorescentes y puntos cuánticos (QDs) semiconductores) presentan propiedades interesantes, pero 
también  importantes  desventajas.  Por  ejemplo,  las  moléculas  fluorescentes  pequeñas  y  las  proteínas 
fluorescentes por  lo general son  inestables al ser  irradiadas (photobleaching), y  los QDs, que son mucho más 
estables,  por  lo  general  incluyen metales  pesados  como  Cd  y  Se,  que  son  susceptibles  de  liberarse  y  ser 
citotóxicos.  
 
Para  superar  estas  limitaciones,  se  están  desarrollando  nuevos  materiales  fluorescentes  con  propiedades 












La  mayoría  de  los  CPEs  presentan  una  alta  fotoestabilidad  y  una  baja  citotoxidad,  además  de  tener  la 












por  polifluoreno  con  cadenas  laterales  flexibles  cargadas  positiva  o 
negativamente (Figura 2). Los CPEs catiónicos basados en fluoreno presentan 
una elevada afinidad por biomoléculas aniónicas tales como las proteínas o el 




















Los  primeros  liposomas  fueron  descritos  en  1965  y  desde  entonces  han  sido  utilizados  como  sistemas  por 
excelencia  en  transporte  y  liberación  de  fármacos.  Estos  sistemas  son  capaces  de  incrementar  el  índice 
terapéutico de los fármacos mediante la modificación de su absorción, metabolismo, vida media y toxicidad, ya 
que  la administración de éstos queda  regulada  fundamentalmente por  las propiedades del  transportador en 
lugar de por las características físico‐químicas intrínsecas del fármaco [20]. 
 
Las  ventajas  que  presenta  el  uso  de  sistemas  liposomales  son  varias  entre  las  cuales  cabe  destacar  la 











La  liberación de  fármacos a partir de  los  transportadores sigue siendo un desafío clave para  las aplicaciones 






calceína  a  partir  de  liposomas  de  manera  controlada.  Además,  se  observó  que  las  AuNPs  de  naturaleza 
hidrofóbica —insertadas en la bicapa lipídica— presentaban una liberación mayor de calceína en comparación 
con las de naturaleza hidrofílica —insertadas en el núcleo hidrofílico de los liposomas. Ello era debido a que las 
AuNPs  hidrofóbicas  estaban  en  contacto  directo  con  los  lípidos  de  manera  que  el  calor  generado  era 
transmitido con mayor eficiencia, fluidificando la bicapa y haciéndola más permeable [18].  
 
Por  otro  lado,  la  penetración  de  luz  en  los  tejidos  humanos  depende  de  la  longitud  de  onda  empleada: 
longitudes de onda entre 700‐900 nm son mucho más efectivas que por debajo de 400 nm. Además, el uso de 
longitudes de onda cercanas al UV puede ser peligroso para los tejidos. Dado que la absorción de luz por parte 














El  polielectrolito  conjugado  catiónico  bromuro  de  poli  {[9,9‐bis(6'‐N,N,N‐trimetilamonio)hexilo]fluoreno‐
fenileno} (HTMA‐PFP) (Figura 3) es un polifluoreno parcialmente soluble en agua constituido por  una  fracción  
hidrofóbica —cadena  principal  aromática y cadenas laterales alquílicas—, y una fracción hidrofílica —aminas 
cuaternarias  catiónicas,  responsables  de  las  interacciones  electrostáticas.  Debido  su  estructura,  el 







El  polielectrolito  conjugado  catiónico  bromuro  de  copoli‐{[9,9‐bis(6′‐N,N,N‐trimetilamonio)hexilo]‐2,7‐
(fluoreno)‐alt‐1,4‐(naftol[2,3c]‐1,2,5‐tiadiazol)} (HTMA‐PFNT) (Figura 3) es un polifluoreno parcialmente soluble 
























Recientemente  se ha explorado  la  capacidad de estos  compuestos para  interaccionar  con vesículas  lipídicas 
aniónicas  y  zwitteriónicas  y  actuar  como  sonda  de membrana  (Figura  4).  Los  resultados  de  estos  trabajos 
indicaron  que  los  polielectrolitos HTMA‐PFP  y HTMA‐PFNT  interaccionan  rápidamente  con  los  dos  tipos  de 
membranas, conservando  la  integridad estructural y  la morfología esférica propia de  las bicapas  lipídicas, así 
como una diferente ubicación final en dichas membranas. Mientras que en la membrana aniónica el polímero 




superficie,  formando  agregados  que  son  sensibles  al  estado  físico  de  la  bicapa  lipídica.  A  partir  de  estos 
resultados se concluyó que  la naturaleza de  la  interacción entre  los polímeros HTMA‐PFP y HTMA‐PFNT y  las 
membranas  lipídicas  depende  de  la  carga  de  los  lípidos. Hay  que  destacar  que  aunque  en  un  principio  se 
esperaba  que  las  interacciones  electrostáticas  fueran  las  responsables  de  la  alta  afinidad  del  polímero  por 
membranas aniónicas, la ubicación final del polímero, que está bien integrado en el núcleo de la bicapa, indica 
que  las  fuerzas hidrófobicas también contribuyen a  la solubilización, reducción del estado de agregación y al 
aumento del rendimiento cuántico fluorescente del polímero, en comparación con membranas zwitteriónicas 









































Los  CPEs  catiónicos  HTMA‐PFP  (Mn[g/mol]  =  4170; Mw[g/mol]  =  8340)  y  HTMA‐PFNT  (Mn[g/mol]  =  4507; 
Mw[g/mol] = 8990) se obtuvieron y caracterizaron por miembros del laboratorio. Resumidamente, los lotes de 
los polímeros neutros, poli  {[9,9‐bis(6'‐N,N,N‐trimetilamonio)hexilo]fluoreno‐fenileno}  y  copoli‐{[9,9‐bis(6′‐
N,N,N‐trimetilamonio)hexilo]‐2,7‐(fluoreno)‐alt‐1,4‐(naftol[2,3c]‐1,2,5‐tiadiazol)},  se  sintetizaron mediante  la 
reacción de acoplamiento de Suzuki,  utilizando  Pd(II)  como  catalizador, y  se trataron con  trimetilamina  en  
fase  gaseosa  para obtener  los correspondientes CPEs HTMA‐PFP y HTMA‐PFNT [4][7]. Las soluciones stock de 












Formación de vesículas multilamelares (MLVs): En primer  lugar, se disolvieron  los  lípidos en cloroformo y se 
secó el disolvente con argón (Ar),  formándose una fina película  lipídica en el fondo del vial. A continuación, se 
resuspendió la película de lípidos con 1 ml de agua Milli‐Q a temperatura ambiente para lípidos sin transición 






















Síntesis de  nanopartículas de  oro  (AuNPs):  En  primer  lugar,  se  prepararon  las  disoluciones HAuCl4  1mM  y 






















Preparación  de  vesículas  unilamelares  gigantes  (GUVs):  Las  vesículas  unilamelares  gigantes  se  prepararon 
siguiendo el método de electroformación. En primer lugar, se pipetearon 0.6 μl de una disolución de EPC 1 
mM en cada uno de  los electrodos —seis en nuestro caso— y se dejaron secar a vacío durante 1h 15 min. 









Espectros  de  absorción  y  fluorescencia:  Las  mediciones  de  absorción  se  llevaron  a  cabo  a  temperatura 
ambiente utilizado un espectrofotómetro UV‐2700  (Shimadzu, Tokio, Japón). Las mediciones de fluorescencia 
se realizaron en cubetas de cuarzo de 10 mm x 10 mm utilizado un espectrofluorímetro PTI‐QuantaMaster (PTI, 





  HTMA‐PFP HTMA‐PFNT DPH 
Espectro de emisión 
λexc = 380 nm λexc = 510 nm λexc: 360 nm
λemi = 390‐500 nm λemi = 550‐800 nm λemi: 370‐550 nm
Rendijas: 0.4‐0.7 Rendijas: 1.25‐2.0 r. 0.75‐1.25
Espectro de excitación 
λemi = 420 nm λemi = 650 nm 	










se  obtuvo  utilizado  polarizadores  Glan‐Thompson incorporados  en  el  espectrofluorímetro mediante  la 
medición  de  los  componentes  verticales  y  horizontales  de  la  emisión  de  fluorescencia  con  excitación 














manualmente  y  el  procesamiento  de  datos  con  la  aplicación  Leica  Suite  AF6000  Module  Systems.  Las 
imágenes de microscopía electrónica de transmisión (TEM) se adquirieron mediante un microscopio Jeol 1011 
(Jeol, Japón), trabajando a 80 kV. Las muestras fueron preparadas depositando una gota de estas sobre una 
















filtros de policarbonato de 0,1 micras. Señalar que  los  resultados obtenidos  fueron muy similares cuando el 






Fracción  Media (nm)  Std. Error  Std. Desviación 
Sobrenadante  157.96   1.72  2.98 
Precipitado  267.80   5.40  9.36 
 
 
Los  resultados  obtenidos mostraron  un  tamaño  de  vesícula  ligeramente  superior  en  el  precipitado.  Con  el 
objetivo de determinar cualitativamente  la población de LUVs en cada una de  las fracciones a partir de  la  luz 
dispersa, se recogió un espectro de absorción entre 350‐700 nm (Figura 6).  





























Por otro  lado, para  confirmar  la existencia de  los  LUVs,  se  llevaron a  cabo estudios de  solubilización de  las 
membranas  lipídicas  mediante  la  adición  de  Tritón  10%  —detergente  no  iónico—  sobre  la  fracción  de 
sobrenadante (Figura 7).  






















Como se puede apreciar en  la Figura 7, conforme se va adicionando Tritón 10% a  la muestra,  la  luz dispersa 














Por  otro  lado,  se  recogió  el  espectro  de 
absorción  de  las  AuNPs  entre  400‐700  nm 
(Figura  8),  en  el  cual  se  puede  apreciar  la 
homogeneidad en cuanto al tamaño poblacional 



































cuando se disolvían en agua se auto‐ensamblaban en agregados,  tal y como ocurre con el  resto de  los CPEs. 
Esta agregación está dominada por las interacciones hidrofóbicas intercatenarias y conduce a una disminución 
de  las  intensidades de emisión y al desplazamiento hacia el  rojo de  los espectros de absorción,  excitación  y 
emisión,  al  compararlos  con  los  espectros  de  los CPEs en  disolventes con una polaridad adecuada  (como el 




este  comportamiento.  Los  espectros  de  absorción  obtenidos  para  el  HTMA‐PFP  y  el  HTMA‐PFNT  en  los 
distintos  disolventes  se muestran  en  la  Figura  9  y  Figura  10  respectivamente.  También  se  obtuvieron  los 
espectros de emisión (Figura 11 y Figura 12) y excitación de fluorescencia1 —similares a los de absorción. 




































Figura  9.  Espectro  de  absorción  del  HTMA‐PFP  3  µM  (izquierda)  y  normalizado  (derecha)  en  diferentes  disolventes: 
tampón fosfato, TP (negro); agua MilliQ (rojo) y etanol, EtOH (azul). 
 


































Figura  10.  Espectro  de  absorción  del  HTMA‐PFNT  3  µM  (izquierda)  y normalizado  (derecha)  en  diferentes disolventes: 
tampón fosfato, TP (negro); agua MilliQ (rojo) y etanol, EtOH (azul). 







































































Tal  y  como  se  esperaba,  los  espectros  registrados  en  agua  estaban  ligeramente  desplazados  al  rojo  con 
respecto a  los registrados para el etanol,  lo que sugiere  la existencia de agregados del polímero en agua. En 
cuanto  al  polímero  disuelto  en  tampón,  se  observó  un  desplazamiento  adicional  hacia  el  rojo,  una mayor 
amplitud de  la banda de excitación y una mayor  resolución de  la   estructura   vibracional   del   espectro   de  
emisión.   Estos   efectos   pueden   explicarse   por    la existencia de  interacciones electrostáticas no específicas 
entre  los  CPEs  y  las  especies  aniónicas  contenidas  en  el  tampón  para  producir  complejos  neutrales.  Al 
neutralizarse dichas cargas, el polímero exhibe una baja solubilidad, lo que da lugar a la formación de grandes 
agregados. Por otro  lado, destacar que  la disminución en  la  intensidad de emisión es mayor en el  caso del 

































La  sonda  DPH  se  añadió  en  una  relación  molar  sonda‐lípido  1:250  a  ambas  muestras  para  confirmar  la 
formación de  las vesículas  lipídicas. Por otro  lado, para determinar  los efectos del proceso de encapsulación 













3) la  fluorescencia  del  DPH  se  ve  desactivada  por  las  AuNPs —probablemente  por  un  fenómeno  de 
FRET— dada la menor señal de fluorescencia en muestras de MLVs con AuNPs, 
4) y, a simple vista, no existen diferencias entre  resuspender  los  lípidos con  la suspensión de AuNPs o 
añadir  las AuNPs a  los MLVs ya formados, dado que  los espectros de absorción y fluorescencia eran 
similares. 
 



























































En  la  literatura  se  ha  visto  que  los  ciclos  de  congelación‐descongelación  en  nitrógeno  líquido  favorecen  la 




A  partir  de  los  espectros  de  absorbancia  de  las  AuNPs  antes  y  después  de  los  ciclos  de  congelación‐
descongelación (Figura 14) se observó que las AuNPs agregaban y precipitaban tras este proceso —pérdida de 
la  señal  de  absorbancia—  pero  en  presencia  de  MLVs,  aunque  su  tamaño  se  veía  incrementado  —
                                                          
2 El espectro absorción de las AuNPs de MLVs de EPC 1 mM + DPH 1 mM (M:D), MLVs de EPC 1 mM + AuNPs Encapsuladas 
+ DPH 1 mM (M:NEncap:D), MLVs de EPC 1 mM + AuNPs No Encapsuladas + DPH 1 mM (M:NNoEncap:D) y AuNPs (N) en 
































































descongelación  (Figura  15)  demostraron  que  la  integridad  de  las  vesículas  lipídicas  se  conserva  tras  este 























































por  ser  capaz  de  retener  prácticamente  la  mayor  parte  de  los  LUVs  en  el  sobrenadante  e  inducir  la 
precipitación  de  las  AuNPs.  Tras  la  centrifugación  se  volvieron  a  recoger  los  espectros  de  las  muestras: 
sobrenadantes y precipitados resuspendidos. 
 
De  haber  encapsulado  con  éxito  las  AuNPs  en  el  interior  de  los  liposomas,  éstos  precipitarían  tras  su 
centrifugación, obteniéndose el pico de absorción característico de las AuNPs entre 500‐600 nm y un descenso 
en  la señal de emisión de  fluorescencia del DPH en dicho precipitado, en comparación con  los LUVs que no 





































































Una  vez  se  consiguió encapsular  las AuNPs en el  interior de  los  liposomas de EPC —lípido  zwitteriónico  sin 
transición de fase— mediante los ciclos de congelación‐descongelación en nitrógeno líquido, el siguiente paso 




Los  lípidos  elegidos  fueron:  L‐α‐fosfatidilglicerol  (sal  de  sodio)  (EPG),  1,2‐dipalmitoil‐sn‐glicero‐3‐fosfocolina 
(DPPC) y 1,2‐dipamitoil‐sn‐glicero‐3‐fosfo‐rac‐(1‐glicerol) sal de amonio (DPPG). El EPG se eligió por poseer una 
composición lipídica similar al EPC exceptuando la cabeza polar de glicerol, y el DPPC y el DPPG se eligieron por 
poseer transición de fase cercana a 45ºC,  lo que permite  la  liberación controlada del contenido del  liposoma 
mediante la irradiación de las AuNPs encapsuladas en su interior.  
 
A partir de  los espectros de absorción  (Figura 17)  se  concluyó que  los  liposomas de EPC, EPG  y DPPG eran 
capaces  de  encapsular  las  AuNPs,  ya  que  se mantenía  el  pico  característico  de  las  AuNPs  tras  someter  a 
congelación‐descongelación —de no encapsularse,  las AuNPs hubieran precipitado y no se hubiese obtenido 
señal. Sin embargo, no todos ellos interactuaban con las AuNPs de la misma forma, siendo el EPG (seguido del 










































































































Por  otro  lado,  las  intensidades  de  emisión  de  fluorescencia  del  DPH  (Figura  18)  mostraron  una  mayor 
encapsulación  de  AuNPs  en  el  interior  de  los  LUVs  de  EPG  (seguida  de  DPPG  y  EPC),  ya  que  la  señal  de 
fluorescencia obtenida  antes de  centrifugar  es menor —mayor  relación  lípido‐AuNPs  y,  consecuentemente, 
mayor desactivación de  la fluorescencia—, y el sobrenadante de dicha muestra presenta una menor señal de 
fluorescencia lo que indicaba la presencia de una mayor cantidad de liposomas en el precipitado. Señalar que 


















plano  de  polarización  particular  en  relación  a  la molécula.  Cuando  se  aplica  luz  polarizada  a  un  grupo  de 
moléculas de DPH aleatoriamente orientadas, la mayor parte de las moléculas excitadas serán aquellas que se 
encuentren orientadas dentro de un  rango particular de ángulos  con  respecto  a  la polarización  aplicada.  Si 
estas moléculas no se mueven —lípidos en fase gel—,  la  luz emitida poseerá también un rango particular de 
ángulos de polarización con respecto a la luz aplicada. Cuando dichas moléculas pueden cambiar su orientación 







caso del DPPG  la Tc está en  torno a ~45 ºC. La  forma de  la curva y  los valores de anisotropía son bastantes 
similares en ambas muestras —con  y  sin AuNPs —,  con un marcado descenso alrededor de  la Tc del DPPG 
evidenciando  que  el  empaquetamiento  y  transición  de  fase  de  los  lípidos  en  la  bicapa  se  conserva  tras  la 
incorporación de las AuNPs (Figura 19). Este resultado sugiere que las AuNPs se encuentran encapsuladas en el 
interior acuoso de la vesícula y no en la bicapa lipídica. 




































Inicialmente  se  comprobó  si  los  LUVs marcados  con HTMA‐PFP  y HTMA‐PFNT  y  libres  de AuNPs quedaban 








































Pese  a  las  pruebas  realizadas,  se  decidió  incorporar  el  polímero  a  posteriori,  es  decir,  al  precipitado 
resuspendido una vez centrifugada la muestra. De esta forma nos aseguramos de que los liposomas marcados 






PFNT a  los  liposomas  con AuNPs encapsuladas en  su  interior. En  trabajos previos  [13,14]  se ha visto que  la 
concentración óptima de polímero por  cada 1 mM de  lípido es de 1.5  μM,  sin embargo, dados  los posibles 
fenómenos de  transferencia de energía  (FRET) entre  los polímeros  (donador) y  las AuNPs  (aceptor) y, por  lo 
tanto, de pérdida de fluorescencia, se optó por incrementar la cantidad de polímero a adicionar.  
 
Un  exceso  de  polímero  implicaría  que  parte  de  éste  podría  no  incorporarse  al  liposoma,  quedando  en  el 
disolvente en forma de agregados, con una intensidad de emisión de fluorescencia menor y un desplazamiento 
del espectro hacia el  rojo,  lo que  se  traduce en  inestabilidad en  la  señal de emisión de  fluorescencia. Para 








se  observó  una  gran  estabilidad  en  la  señal  de  fluorescencia  del HTMA‐PFP  3  μM, mientras  que  para  una 
concentración de 6 μM se observaron ligeras fluctuaciones (Figura 21). Se escogió, por lo tanto, la relación de 3 
μM de polímero por cada 1 mM de  lípido, a pesar de  la menor señal  fluorescente. Sin embargo, dicha señal 
seguía siendo elevada dado que la intensidad de partida, en ausencia de AuNPs, era muy alta. 












































capaces de sentir  los cambios estructurales que tienen  lugar en  la bicapa  lipídica de  los  liposomas durante  la 
transición  de  fase  —conforme  la  temperatura  aumenta,  el  espectro  de  emisión  de  los  polímeros  se  ve 
desplazado hacia el azul. Sin embargo, desconocíamos si este comportamiento se conservaba en presencia de 
las  AuNPs,  por  ello  se  sintetizaron  LUVs  de  DPPG  1 mM  con  AuNPs  encapsuladas  en  su  interior  a  cuyo 
precipitado resuspendido se  le adicionaron 3 μM de HTMA‐PFP y se  llevó a cabo un barrido del espectro de 
emisión  del  polímero  en  función  de  la  temperatura  (Figura  22).  Para mayor  precisión  a  la  hora  de  extraer 
conclusiones, se representó la longitud de onda del máximo de emisión. 







































Como  se  puede  apreciar  en  la  Figura  22,  conforme  la  temperatura  aumenta  el  espectro  de  emisión  de 
fluorescencia  del  HTMA‐PFP  se  desplaza  hacia  el  azul —415  a  412  nm.  El  cambio  de  λmax,  indica  que  el 
polielectrolito es sensible a los cambios físicos que tienen lugar en la bicapa lipídica aun en presencia de AuNPs. 




El hecho de que el espectro de emisión del HTMA‐PFP en  la  fase  fluida  tenga  su máximo de emisión,  λmax, 
desplazado hacia el azul mientras que en  la  fase gel este  localizado hacia el  rojo, y  la  reversibilidad de este 
proceso, sugieren que el firme empaquetamiento de  las cadenas por debajo de  la temperatura de transición 
fuerza al polímero a adoptar una conformación aplanada de anillos fenilo extendiendo la conjugación π. Por el 











































los  cuales  se  les  administraron  las  nanopartículas  híbridas.  Los  resultados  obtenidos  fueron  similares  para 
ambos sistemas. Como se puede apreciar en  la Figura 24, ni  las nanopartículas azules  (con HTMA‐PFP) ni  las 







































PFP  3  μM.  Inicialmente  se  examinó  la  estabilidad  a  corto  plazo,  siguiendo  la  evolución  del  espectro  de 
absorción de las nanopartículas híbridas recogido a diferentes tiempos. La señal fue muy estable como puede 
apreciarse en la Figura 25, indicando que no existen procesos de agregación o fusión entre nanopartículas. 














Figura  25.  Área bajo el espectro de  absorción de  las nanopartículas híbridas  (NPs) de  LUVs de  EPG 1 mM + AuNPs + 
HTMA‐PFP 3 μM en función del tiempo. 
 
La  estabilidad  a  tiempos  largos  (días)  se  exploró  recogiendo  los  espectros  de  fluorescencia  de  las 
nanopartículas  híbridas  de  una  misma  muestra  durante  dos  semanas.  De  igual  manera  se  estudió  cómo 
afectaba la temperatura a las nanopartículas. Los resultados confirmaron que las nanopartículas eran bastante 
estables a lo largo del tiempo y bajo la acción de diferentes temperaturas —apenas existe desplazamiento en el 























































Figura  26.  Espectros  de  emisión  de  fluorescencia  del  polímero  azul HTMA‐PFP  normalizado  de  LUVs  de  EPG  1 mM  + 
AuNPs + HTMA‐PFP 3 μM en el tiempo (izquierda) y bajo  la acción de diferentes temperaturas (derecha).  Insertados en 






















































Figura  27.  Espectros de emisión de  fluorescencia del polímero  rojo HTMA‐PFNT normalizado de  LUVs de EPG 1 mM + 
AuNPs + HTMA‐PFP 3 μM en el tiempo (izquierda) y bajo  la acción de diferentes temperaturas (derecha).  Insertados en 
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Una  vez  puesta  a  punto  y  caracterizada  la  síntesis  de  esta  nueva  nanopartícula  híbrida multifuncional,  es 
posible evaluar sus potenciales aplicaciones biotecnológicas.  
 
Por un  lado, el hecho de que  la vesícula  lipídica no se altere  tras  la  incorporación de  los otros componentes 
(AuNPs y polielectrolitos), indica que esta nueva plataforma nanométrica se podría emplear para el transporte 
y  liberación  de  fármacos,  tanto  de  naturaleza  hidrofóbica —retenidos  en  el  interior  de  la  bicapa  de  los 
liposomas—  como  de  naturaleza  hidrofílica  —atrapados  en  el  núcleo  acuoso  del  liposoma  o  bien  en  la 
superficie de éstos. La  incorporación de fármacos hidrofílicos en el  interior de  las nanopartículas se  llevaría a 
cabo mediante  los  ciclos de  congelación‐descongelación  en nitrógeno, disolviendo  el  fármaco  junto  con  las 
AuNPs. Por el contrario, los fármacos hidrofóbicos se disolverían en cloroformo para después ser resuspendidos 
junto a  los  lípidos durante  la  formación de  las vesículas  lipídicas. Si el  fármaco  fuera muy  lipofílico,  también 
podría  incorporarse  espontáneamente  a  las  nanopartículas  una  vez  formadas.  Como  ejemplo  de  esta 
alternativa  tenemos a  la  sonda DPH. Este compuesto  se ha conseguido  incorporar a  la bicapa  lipídica de  las 










alta  estabilidad  de  las  nanopartículas  sugiere  además,  que  esta  plataforma  va  a  ser muy  resistente  a  los 
macrófagos  (a  diferencia  de  los  liposomas  convencionales)  en  caso  de  que  se  administre  en  el  torrente 













En este trabajo se  lleva a cabo  la síntesis de una nueva plataforma nanométrica multifuncional, en  la cual se 





encapsuladas  en  el  núcleo  hidrofílico  de  liposomas  mediante  ciclos  de  congelación‐descongelación  en 
nitrógeno líquido, lo que se debe fundamentalmente a los cambios físicos y estructurales acontecidos sobre las 








A  continuación,  se  han  incorporado  los  CPEs  en  las  nanopartículas  desarrolladas  con  objeto  de  obtener 





Los  estudios  de  marcaje  de  GUVs,  empleados  como  modelos  celulares,  han  demostrado  que  las 
nanopartículas  son  incapaces  de  marcar  las  biomembranas  a  no  ser  que  se  las  direccione  mediante  la 
incorporación  de  un  elemento  de  reconocimiento  (anticuerpo,  etc),  lo  que  permitiría  su monitorización  y 
seguimiento. 
 





han  llevado  a  cabo  las  primeras  pruebas  de  encapsulación  de  doxorrubicina,  como  modelo  de  fármaco 
hidrofílico, e  ibuprofeno, como modelo de  fármaco  lipofílico, además de estar previstos  los experimentos de 
liberación controlada.  
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4 El alto valor de la absorbancia indica la gran dispersión inducida por estos agregados. 
